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論文内容の要旨
(目的)
腸炎ビブリオの産生する耐熱性溶血毒 CTDH) は，本菌による急性胃腸炎の重要な病原因子と考え
られている。当初， TDHを産生するのは腸炎ピブリオのうちのある特定ポピュレーション(神奈川現
象陽性株: KP+) であると考えられていた。しかし近年，モルジブ旅行者より分離された KP 腸炎
ビブリオの産生する TRH CTDH-related hemolysin) をはじめとして， KP ーの腸炎ビブリオや腸
炎ビブリオ以外のビブリオ属菌がTDHに関連した多様な溶血毒を産生することが報告され， TDH­
ファミリー毒素ともいえる広がりが明らかになりつつある。現在までに報告されたこれら一群のTDH­
ファミリー毒素はすべて165 個のアミノ酸よりなり免疫学的及び生物学的性状が類似している。
本研究ではこれらの毒素の構造と機能の関連について解析することを目的とし， TDH- ファミリー
毒素のプロトタイプである TDH，および溶血活性の標的赤血球特異性がTDH と異なる TRH，の各
構造遺伝子 Ctdh ， trh) をクローン化した。これら遺伝子を用いて，毒素分子中の， 1) 生物活性(溶
血活性)発現に重要な構造，及び， 2) 標的赤血球の特異性を決定している構造について解析を行なった。
(方法ならびに成績)
1. tdh , trh 遺伝子のクローン化
a) tdh 遺伝子: KP+ 腸炎ビブリオ T4750株の total DNAより DNA ライブラリーを作製し，ウ
サギ赤血球に対する溶血活性を指標としてクローン化を行なった。 T4750株は 2 コピーの tdh 遺伝
子 CtdhA, tdhS) を有していたが， T4750株では主に tdhA が発現されていることが示唆された
ので，これを以下の実験に用いた。
A斗A
b) trh 遺伝子:下痢患者由来のKP 腸炎ビブリオ AQ4023株より DNA ライブラリーを作製し，
tdhA 遺伝子内の Taql-HinfI断片をプローブとしてクローン化を行なった。
c) 推定アミノ酸配列の比較: tdhA , trh 共にコードする成熟タンパクは 165個のアミノ酸残基より
なり， 67%の相同性を有していた。
2. TDHの溶血活性に関与する構造の解析
tdhA を有するプラスミドを in vitro で hydroxylamine 処理することにより tdhA 内にランダムに
突然変異を導入し これを大腸菌内で発現させ溶血活性の低下したクローンを分離した。得られた変
異 tdhA の塩基配列を一連の合成オリゴヌクレオチドをプライマーとして決定した。その結果， Thr67, 
Gly86, Glul16 がTDHの活性に重要であることが明らかになった。
3. TRHの標的赤血球特異性を決定する構造の解析
TDH と TRHの標的赤血球特異性の違いを解析するために遺伝子組換えにより TDH-TRH閣
の一連のキメラ毒素を作製した。 tdhA ， trh 両遺伝子の制限酵素地図を比較したところ， gene fusion 
に利用できる適当な制限酵素切断部位は存在しなかった。そこで， si te-directed m u tagenesis により
tdhA 内に新たに 3 種の制限酵素切断部位を付加し，これらの部位を用いて gene fusion を行なった。
作製された 8 種類の fusion 遺伝子の産物を解析した結果， TRHの特徴であるヒツジ赤血球に対す
る高い溶血活性はTRH分子中のN-末端より 33-89位の領域によるものであり，この内の33-63位
と 67-89位にそれぞれ 1 残基以上の必須なアミノ酸残基が存在することが明らかになった。
(総括)
1. TDH , TRHの各構造遺伝子をクローン化した。クローン化された各遺伝子はそれぞれ189個の
アミノ酸よりなるポリペプチドをコードしており シグナルペプチドを除く 165残基のアミノ酸配列
は67%の相向性を示した。
2. 突然変異をランダムに導入することにより得た溶血活性の低下した変異TDHの解析の結果， TD 
Hの溶血活性に重要であると考えられる TDH分子中のアミノ酸残基が明らかになった。
3. 標的赤血球の特異性に関与するTRH内の構造を遺伝子組換えにより作製した一連のTDH-T
RHキメラを解析することにより明らかにした。
論文審査の結果の要旨
腸炎ビブリオの産生する耐熱性溶血毒 Cthermostable direct hemolysin : T D H) 並びに易熱性T
DH類似溶血毒 CTDH-related hemolysin: TRH) は，本菌の感染発症過程において重要な役割
を演じる病原因子であるが，その活性発現のメカニズムにはいまだ不明な点が多い。
本論文は，遺伝子側からTDH及びTRHの構造と機能についての解析を行い， 1) TDHの溶血活
性発現に重要な構造，及び， 2) TRHのヒツジ赤血球に対する特異性を決定している構造を明らかに
したものである。
本研究で得られた成績は， TDH関連毒素の作用メカニズムの解明に重要な手がかりを与えるもので
ある。さらに，キメラタンパクの作製など本研究で用いられた遺伝子組み換えの手法はタンパク質の構
造と機能を解析する上で広く一般に応用しうる有効な方法である。
本論文は博士論文に値するものと考えるO
